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Utilisation de genes codant des canaux potassiques pour modifier un 
phenotype relatif a une taille d'au moins un organs de stockage d'une plants 

5 Domaine technique 

La prsssnts invsntion se rapports ^ uns amslioration des qualites 
agronomiques d'une plants, sn vus de I'obtention ds caracteristlquss 
ameliorsss pour Tindustrie, tout particulisremsnt pour les industries agro- 
10 alimentaires, par exemple, la production de bales de raisins de differentes 
tailles. Plus generalement, la presente invention vise a modifier une taille des 
organes de stockage tels que les fruits. 

Etat de la technique 

15 

Une plants cultivee presente generalement une tige et au moins un 
organe de stockage. Par tige on entend une partie axiale de la plants qui 
s'^levs au dsssus du sol, croTt en sens inverse des racines et porte les 
feuilles et I'organe de stockage. On entend par organe de stockage, tout 

20 organe susceptible d'etre consomm§ par un etre vivant. comme par example 
une graine, un fruit charnu ou oI§agineux, mais aussi des legumes ou des 
tubercules comme la pomme de terre. L'organe de stockage est reiie 
tsmporairement a au moins une des extremites de la tige. Ainsi, la seve 
elaboree transits dspuls la tigs vsrs Iss organss ds stockage. 

25 II est connu des especes de plantes qui naturellement forment des 

organes de stockage presentant des phenotypes "petite taille" ou "grande 
taille" par rapport a une taille d'un organe de stockage de reference de cette 
meme espece. On entend par taille de reference d'un organe de stockage, 
une taille moyenne d'organes de stockage calculee a partir d'un echantillon 

30 donne d'organes de stockage "sauvage" d'une meme espece. 

Pour des raisons de commodite de production, transformation ou 
consommation, il peut etre interessant de modifier la taille des organes de 
stockage pour augmenter ou diminuer leur volume. Par exemple, en 
augmentant le volume des organes de stockage pour obtenir des organes ds 

35 stockags prsssntant un phenotype grande taille, on peut evitsr d'augmsnter 
le nombre de tiges de plantes a cuitiver dans un champs. Ou inversement. 
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en diminuant le volume d'organes de stockage pour obtenir des organes de 
stockage presentant un phenotype petite taille, on peut par exemple 
repondre a une attente des consommateurs souhaitant ingerer de tels 
organes de stockage miniaturises en peu de bouchees. Notamment, 11 est 
connu que Ton peut d'obtenir des tomates de gros volumes qui sont 
particulierement adaptees pour une preparation culinaire de tomates farcies. 
Ou bien, 11 est egalement connu d'obtenir des tomates de faibles tallies ou 
plus communement appelees "tomates cerises" que I'on a I'habitude de 
consommer en aperitif. 



Probleme technique 



Actuellement, il est difficile de jouer sur la taille des organes de 
stockage. Par exemple, pour augmenter la taille des organes de stockage en 
vue d'obtenir un meilleur rendement. on utilise generalement des engrais. De 
tels engrais sont choisis de mani^re k repondre aux besoins nutritionnels de 
la plante et a compenser les eventuelles carences nutritives du sol. Par 
exemple, les engrais fournissent des elements indispensables a la fabrication 
de proteines et constituants cellulalres pour la plante. 

Cependant, I'engrais peut etre un produit nefaste pour 
I'environnement. L'ajout d'engrais entraine notamment des pollutions du sol 
et des nappes phreatiques. L'evacuation des nitrates dans le sol est difficile. 
De plus, il est necessaire de rajouter regulierement de I'engrais du fait que 
les elements nutritifs contenus dans cet engrais s'epuisent au cours de la 
consommation par la plante. 

En outre, pour diminuer ia taille des organes de stockage, des 
generations de crolsement de plantes peuvent etre necessaires ' pour 
selectionner la taille que I'on souhaite. Enfin, il peut arriver que le phenotype 
"petite taille" ou "grande taille" ne solt pas stable d'une generation a une 
autre. 

Un des buts de I'invention est de pouvoir justement jouer sur la taille 
des organes de stockage, selon les besoins de I'utilisateur sans les 
inconvenients cites ci-dessus. 



Solutions apportees par I'invention 
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Les inventeurs ont decouvett que durant le developpement de la baie 
de la vigne Vitis vinifera, le potassium etait fortement at constamment 
accumule dans Texocarpe et dans les cellules du tissu vasculaire liant le 
5 pedicelle a la baie. A I'inverse, les inventeurs ont observe que durant ce 
meme developpennent, la concentration de potassium dans les cellules de la 
baie tend a dimlnuer. 

De telles observations ont conduit les inventeurs a s'interesser plus 
specifiquement a identifier un systems de transport transmembranaire d'ions 

10 potassium chez la plante Vitis Vinifera. A partir de genes deja identifies chez 
Arabidopsis codant pour des canaux potassiques sortant de type Shaker, les 
inventeurs ont pu identifier un gene VvSOR cliez Vitis Vinifera qui code pour 
un nouveau canal potassique sortant similaire a un canal potassique sortant 
deja Isole chez Arabiposis. 

15 Au cours des diverses experiences, les inventeurs ont decouvert qu'en 

surexprimant ce gene dans la vigne, la taille des baies etait augmentee. 
Ainsi, le gene VvSOR code pour un canal potassique sortant rectifiant 
implique dans la croissance des baies de raisin. 

Ainsi, par I'intermediaire de ce gene VvSOR, un autre but de 

20 I'invention est de detecter dans un grand nombre d'especes de plantes, un 
g§ne similaire codant pour un canal potassique sortant. Ce gene similaire 
pourra alors etre utilise pour moduler la croissance des organes de stockage 
de chacune des especes pour lesquelles on aura pu isoler le gene d'interet. 

25 Sommaire de I'invention 

L'invention a done pour objet premier un precede pour I'obtention 
d'une plante transformee en fonctlon d'un phenotype relatif a une taille d'un 
organe de stockage de la plante, caracterise en ce qu'il comprend I'etape 
sulvante : 

30 - modifier dans les cellules de I'organe de stockage ou dans les tissus 

qui alimentent I'organe de stockage {"expression d'un gene codant pour un 
canal potassique. 

L'invention a egalement pour objet un marqueur d'un gene intervenant 
dans un phenotype relatif a une taille d'un organe de stockage caracterise en 
35 ce qu'il comprend une sequence nucleotidique codant une sequence 
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polypeptidique presentant au moins 40% de similarite avec une sequence 
polypeptidique deduite de tout ou partie de la sequence nucleique SEQ ID 
NM ou de tout ou partie d'une sequence nudeotidlque compl6mentaire de 
SEQ ID NM , ou d'une sequence nudeotidlque SEQ ID N''.2 ou SEQ ID N*'.3. 

L'invention a aussi pour objet une amorce nudeotidlque, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une sequence nudeotidlque codant une sequence 
polypeptidique ayant au moins 40% de similarite avec une sequence 
polypeptidique deduite de tout ou partie de I'une ou ['autre sequence 
nudeotidlque SEQ ID N°.2 ou SEQ ID N°.3. 

L'invention a trait egaiement a un precede de selection d'une plante en 
fonction d'un phenotype relatif a une tailie des organes de stockages de la 
plante. caracterise en ce qu'on mesure I'expression d'un gene codant pour 
un canal potassique dans les cellules des organes de stockage ou dans les 
tissus alimentant les organes de stockage. 

L'invention concerne une cellule d'une plante, caracterisee en ce 
qu'elle surexprime un g§ne codant une sequence polypeptidique ayant au 
moins 40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite de la 
sequence nudeotidlque SEQ ID N°1. 

L'invention concerne egaiement une plante. caracterisee en ce qu'elle 
surexprime un gene codant une sequence polypeptidique presentant au 
mains 40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite de la 
sequence SEQ ID N°.1. 

L'invention a aussi pour objet une utilisation d'un gene codant pour un 
canal potassique pour modifier dans une plante un phenotype relatif a une 
tailie d'au moins un organe de stockage. 

L'invention a aussi pour objet un anticorps, caracterise en ce qu'il est 
dirige centre tout ou partie d'un polypeptide Issu de I'expression d'un gene 
codant un canal potassique. 

L'invention a pour objet un proced6 de detection d'une presence de 
tout ou partie d'un polypeptide issu de I'expression d'un gene codant pour un 
canal potassique dans un echantillon contenant un melange de polypeptides, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- mettre en contact I'echantillon avec I'anticorps precedemment decrit 

et 

- detecter un complexe antigene/anticorps form§. 
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Et enfin, I'invention a pour objet un kit de detection de tout ou partie 
d'une sequence polypeptidique issue d'un gene codant un canal potassique, 
caracterise en ce qu'il comprend i'anticorps precedemment decrit. 

5 Description detaillee 

L'un des buts de i'invention est de permettre I'obtention de maniere 
sure d'au molns una plante dont le phenotype relatif a la tailie des organes 
de stocloge est modifie. Pour cela, I'invention a pour objet un precede dont 

10 I'une des etapes consiste 6 modifier dans lea cellules de I'organe de 
stockage ou les tissus qui Talimentent une expression d'un gene codant pour 
un canal potassique. 

Comme precedemment mentionne, on entend par plante un 
organisme vegetal comportant une tige et au moins un organe de stockage, 

15 la tige etant destlnee a supporter temporairement cet organe de stockage. 
Par tige on entend une partie axiale de la plante qui s'eleve au dessus du 
sol, croTt en sens inverse des racines et porte les feuilles et les organes de 
stockage. On entend par organe de stockage, tout organe susceptible d'etre 
consomme par un etre vivant, comme par exemple un fruit charnu, un fruit 

20 oleagineux, des graines mais aussi des legumes ou des tubercules comme 
la pomme de terre. L'organe de stockage est relie temporairement a au 
moins une des extremites de la tige. Ainsi, la seve elaboree transite depuis la 
tige vers les organes de stockage. 

On entend par "gene" une sequence ordonnee de nucleotides qui 

25 occupe une position precise sur un chromosome determine et qui constitue 
une infonnation genetique dont la transmission est hereditaire. Les genes 
con-espondent a une portion d'une molecule d'ADN. lis possedent la capacite 
de se repliquer. Les genes representent les unites physiques et 
fonctionnelles elementaires de I'heredite. L'ensemble des genes d'un 

30 organisme constitue son genome. 

Les termes "acides nucleiques", 'polynucleotides", "oligonucleotides" 
ou encore "sequences nucleotidiques" englobent les sequences d'ARN, 
d'ADN, dADNc ou encore des sequences hybrides ARN/ADN de plus d'un 
nucleotide, indifferemment sous la forme simple brin ou sous la forme de 

35 duplex. 
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Leterme "nucleotide" designe a la fois des nucleotides naturels (A, T, 
G. C) ainsi que des nucleotides modifies qui comprennent au moins une 
modification telle qu'un analogue d'une purine, un analogue d'une pyrimidine. 
ou un Sucre analogue. 

Aux fins de la presente invention, un premier polynucleotide est 
considere comme etant "compl6mentaire" d'un second polynucleotide 
lorsque chaque base du premier nucleotide est appari§e ^ la base 
complementaire du second polynucleotide dont I'orientation est inversee. Les 
bases complementaires sont A et T (ou A et U), et C et G. 

La modification de i'expression d'un gene dans la cellule vegetale peut 
s'effectuer par transgenese vegetale. La transgenese est une transformation 
de la cellule vegetale qui peut etre realisee par les techniques connues de 
I'homme du metier. Plus particuli^rement. on entend par transgenese un 
ensemble d'operations permettant d'obtenir des organismes transgenlques, 
c'est-a-dire dont un patrimolne genetique a ete modifle. On entend par 
patrimoine genetique I'ensemble des sequences nucleotidiques contenu 
dans au moins une cellule d'un organisme vivant. Le patrimoine peut etre 
modifie par introduction dans la cellule d'une cassette d'expression obtenue 
par genie genetique et comportant un gene exogene ou gene etranger. Par 
cassette d'expression on entend une sequence nucleotidique codant au 
moins pour des signaux de debut et de fin de transcription. Par gene 
exogene on entend un gene issu d'une manipulation genetique visant ou non 
a modifier un gene en particulier dans la cellule. Dans I'invention, ce gene 
particuller est la sequence SEQ ID N°1 ou une sequence codant une 
sequence polypeptidique comportant au moins 40% de simiiarite avec une 
sequence polypeptidique deduite de la sequence SEQ ID N° 1. Introduit dans 
cette cassette d'expression, le gene exogene sera transcrit en ARN 
messager dans la cellule, gr§ce aux signaux propres de la cassette. 

L'introduction du gene etranger dans la cellule peut etre realisee 
directement par microinjection directe de ce gene etranger dans des 
embryoides de plante, par infiltration sous vide, par electroporation. par 
precipitation directe au moyen de polyethylene glycol (PEG) ou' par 
bombardement par canon de particules recouvertes de I'ADN plasmidique 
d'interet. 
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On peut egalement transferer I'ADN etranger en infectant la plants par 
une souche bacterienne, notamment 6'Agrobacterium. 

De nombreux precedes de I'etat de la technique peuvent etre 
aisement mis en oeuvre par I'homme du metier afin d'obtenir des plantes ou 
5 des cellules transformees par un gene codant un canal potassique. selon 
rinvention. 

Ces techniques de transferts de I'ADN visent soit a activer une 
expression d'un gene dans la cellule (ou gene cellulaire) ou a inactlver cette 
menne expression. L'activation du gene cellulaire peut s'effectuer soit en 

10 inserant plusieurs copies du m§me g§ne (ou gene etranger) dans un genome 
cellulaire, ou en plagant la sequence codante du transgene sous le contrdle 
d'un promoteur dit fort (c'est-a-dire conduisant S un fort niveau d'expression), 
ou bien en inserant une seule copie du gene et un facteur de transcription 
puissant du gene. L'inactivation du gene cellulaire peut par exemple se faire 

1 5 en inserant un gene etranger dont I'ARNm est complementaire de I'ARNm du 
gene d'interet. Ainsi, les deux ARNm d'origlne cellulaire et etranger 
s'hybrident et aucune proteine ne peut etre produite. 

Selon un exemple particulier de ['invention, ie precede d'obtention de 
plantes dont le phenotype relatif a la taille des organes de stockage est 

20 modifie peut etre realise en transformant au moins une cellule de la plante 
d'inter§t avec un gene codant pour un canal potassique. Puis, les cellules 
transformees sont selectionnees. Puis, une plante transformee est regeneree 
a partir des cellules transformees. La cellule a transformer peut etre choisie 
parmi des cellules d'une plante pouvant reproduire un organisms entier. 

25 Selon un exemple particulier de I'invention, le gene dont I'exprsssion 

est modifies code une sequence polypeptidique pressntant au moins 40% de 
simiiarite avec une sequence polypeptidique deduite de la sequence 
nucleotidique SEQ ID N°.1. 

On entend par sequence polypeptidique un enchainement d'acides 
30 amines. 

Le pourcentage de simiiarite entre deux sequences de nucleotides ou 
d'acides amines, au sens de la presente invention, peut etre determine en 
comparant deux sequences alignees de maniere optimale, a travers uns 
fenetre de comparaison. 
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La partie de la sequence nucleotidique ou polypeptidique dans la 
fenetre de comparaison peut ainsi comprendre des substitutions par rapport 
a la sequence de reference de maniere a obtenir un alignement optimal des 
deux sequences. 

5 Le pourcentage de similarite se calcule entre deux sequences 

polypeptidiques. Ce pourcentage de similarite est calcule en determinant le 
nombre de positions auxquelles deux residus d'aminoacide se correspondent 
dans un alignement tout en appartenant a une meme famifle physico- 
chimique d'aminoacides, puis en divisant ce nombre par le nombre total de 

10 positions dans la fenetre de comparaison, puis en multipliant le resultat par 
cent pour obtenir le pourcentage de similarite. 

Ualignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre 
realise de maniere inforrnatique a Faide d'algorithmes connus. 

De maniere preferee, le pourcentage de similarite de sequences est 

15 determine a I'aide du logicie! BLAST (version BLAST 2.06 de Septembre 
1998), en utilisant exclusivement les parametres par defaut. 

La sequence SEQ ID N*"! correspond a un ADNc codant un nouveau 
canal potassique sortant de Vitis Vinifera et qui a ete detecte par 
I'intermediaire de deux genes codant pour des canaux potassiques similaires 

20 Chez Arabidopsis thai fan a . 

En dessous de 40% de similarite de sequence polypeptidique, fa 
sequence polypeptidique identifiee chez une espece de plante donnee risque 
de ne pas correspondre a un gene codant un canal potassique similaire au 
canal potassique code par le gene SEQ ID N"1. Une telle sequence prelevee 

25 peut ne pas correspondre a un gene susceptible d'inter\/enir dans la 
modification du phenotype relatif a la taille d^organes de stockage. Alors 
qu'on peut obtenir dans chacune des especes de plantes donnee un gene 
codant une sequence polypeptidique comprenant au moins 40% de similarite 
avec une sequence polypeptidique deduite du gene de la SEQ ID N^i codant 

30 un canal potassique chez Vitis Vinifera. Par exemple, on pourra identifier une 
sequence nucleotidique codant une sequence polypeptidique comportant au 
moins 40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite de la 
sequence SEQ ID N°1 chez la pomme de terre ou chez le riz, et utiliser un tel 
gene pour modifier le phenotype relatif a la taille d'organes de stockage de 

35 ces deux plantes ou d'autres especes de plantes. 
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Selon un procede de realisation prefers de I'invention. on choisit de 
modifier I'expression du gene du canal potassique de mani§re ^ augmenter 
la taille de I'organe de stockage. Mais, on pourrait egalement chofsir de 
diminuer la taille des organes de stockage. Pour augmenter la taille d'un 
5 organe de stockage selon I'invention, on choisit de surexprimer le gene 
codant le canal potassique precedemment decrit. En effet, les inventeurs ont 
d^couvert qu'en surexprimant le gene VvSOR dans la cellule de bale de 
raisins de Vitis vinifera tout en transferant au moins une copie 
supplementaire du gene d'interet dans la cellule par transgenese, la taille de 
10 la baie 6tait 1.7 fois plus importante que la taille de reference d'une bale de 
raisins "sauvage". On entend par taille de reference d'une baie de raisin 
"sauvage". une taille moyenne calculee a partir de la taille de I'ensemble des 
baies de raisins contenues dans un §chantillon representatif preleve sur un 
culfivar de Vitis Vinifera "sauvage" correspondant. n'ayant subi aucune 
1 5 transformation genetique, selon I'invention. 

Pour la presente invention, les inventeurs ont augments I'expression 
du gene d'interet implique dans la crolssance des organes de stockage. Pour 
ce faire, ils ont clone un ADN complementaire VvSOR (ou ADNc VvSOR) ou 
SEQ ID N°1 issu de la vigne Vitis vinifera dans un vecteur CAMV 35S pour 
obtenir un vecteur recombinant. Des cellules embryogeniques de la vigne ' 
Vitis ont ete ensuite transformees avec ce vecteur recombinant pour inserer 
dans le genome de ces cellules au molns une copie supplementaire du gene 
La cellule S transformer peut etre choisie parmi les cellules d'une plante 
pouvant reproduire un organisms entier. Cette technique a ete plus 
particuiierement decrite dans le document Torregrosa, L. (1998) Vitis 37. 91- 
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On utilise alors le gene codant une sequence polypeptidique 
presentant au moins 40% de similarite avec la sequence polypeptidique 
deduite de la sequence du gene SEQ ID N»1 pour augmenter I'expression de 
la proteine correspondante dans les cellules de chaque espece de plante 
dont on veut modifier la taille de I'organe de stockage. 

Selon I'invention, on obtient alors une cellule transformee par le 
procede d'obtention ci-dessus decrit. 

Selon I'invention egalement, on obtient une plante transformee par le 
35 procede d'obtention et par la cellule transformee ci-dessus decrit. 
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Uinvention prevoit egalement un marqueur d'un gene intervenant dans 
un phenotype relatif a une taille d'un organs de stockage. Le marqueur 
comprend une sequence nucleotidique codant une sequence polypeptidique 
ayant au moins 40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite 
5 de tout ou partie de la sequence nuclelque SEQ ID N°-1 ou tout ou partie 
d'une sequence nucleotidique complementaire de SEQ ID N^.l , ou d'une 
sequence nucleotidique SEQ ID N°.2 ou SEQ ID N°.3. Ce pourcentage de 
similarite prend en compte les differences existant d'une espece de plante a 
une autre tout en assurant que le gene code pour un canal potassique 
10 implique dans le phenotype taille d'organe de stockage ou ayant un 
comportement similaire au canal potassique issu de Texpression du gene 
SEQ ID N"1. 

Ce marqueur peut §tre utilise pour detecter des plantes dans 
lesquelles est exprime un gene codant une sequence polypeptidique 

15 presentant au moins 40% de similarite avec une sequence polypeptidique 
deduite de la sequence nucleique SEQ ID N^L Ces plantes pour lesquelles 
on a pu identifier le gene similaire au gene de la SEQ ID N°1 peuvent alors 
etre modifiees selon Tinvention par I'intermediaire de ce gene detecte, 

Ce marqueur peut etre detecte par hybridation moleculaire entre la 

20 sequence nucleotidique d'un marqueur d'une plante donnee et tout ou partie 
de la sequence SEQ ID 1, de la sequence complementaire de SEQ ID N'^l 
ou de la sequence SEQ ID N^2 ou SEQ ID N''3. 

La sequence nucieotique du marqueur peut etre sous une forme d'un 
d'ADNc, d'un brin d'ADN non codant ou d'un ARNm. La sequence 

25 nucleotidique du marqueur peut etre sous toute forme susceptible d'etre 
detectee par hybridation moleculaire avec tout ou partie de la sequence SEQ 
ID N°1, de la sequence complementaire SEQ ID N°1 ou de la SEQ ID N^2 ou 
de la sequence SEQ ID N°3. 

Les sequences nucleotidiques SEQ ID N''2 et SEQ ID N°3 ferment 

30 respectivement une amorce avant et une amorce arriere de la SEQ ID N°1. 
Ces amorces permettent de detecter une presence du gene SEQ ID N°1 via 
une hybridation de I'ADNc, de I'ADN non codant, ou de I'ARNm issu du gene 
SEQ ID N'^l. Ces amorces correspondent a des sequences nucleotidiques 
flanquant le gene de la sequence SEQ ID N°1. 
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L'Invention concerne egalement une amorce nucleotidique qui 
comprend une sequence nucleotidique codant une sequence polypeptidique 
ayant au moins 40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite 
de tout ou partie des sequences nucleotidiques SEQ ID N*.2 ou SEQ ID 
5 N°.3. Ces sequences SEQ ID N°2 et SEQ ID N° 3 correspondent 
respectivement a une sequence flanquante avant et a une sequence 
flanquante arriere de la SEQ ID NM. Ces amorces peuvent servir pour 
realiser une RNA-PCR, technique bien connue de I'homme du metier. Cette 
technique permet d'amplifier le gene d'interet pour ensuite Putiliser afin de 
10 modifier I'expression d'un gene codant un canal potassique d'une plante 
selon invention. 

Pour selectlonner des plantes ou des cellules de plantes relativement 
a un phenotype "taille" des organes de stockages desdites plantes, 
I'Invention prevoit que I'on mesure I'expression d'un gene codant pour un 
15 canal potassique dans les cellules des organes de stockage ou les tissus qui 
alimentent cet organe. 

L'invention prevoit que le gene dont on mesure I'expression code une 
sequence polypeptidique presentant au moins 40% de similarite avec la 
sequence polypeptidique deduite du gene defini par la sequence SEQ ID 
20 NM. 

Pour mesurer I'expression du gene d'interet, on peut realiser selon 
l'invention soit une mesure d'une quantlte d'ARNm issu d'une transcription du 
g^ne codant pour le canal potassique, soit une mesure d'une quantite de 
protelnes resultant de I'expression de ce gene. La mesure de ces quantites 
peut etre realisee par des techniques de biologie moleculalre bien connues 
de I'homme du metier. Par exemple la mesure de ces quantites peut etre 
realisee par une technique d'hybridation moleculaire (Northern Blot), une 
technique de reverse-PCR quantitative ou par une technique de Western 
Blot 

Les inventeurs ont decouvert que I'expression du gene VvSOR 
correspondant a la SEQ ID N°1 est particulierement observable dans les 
cellules des parties aeriennes de la plante Vitis vinifem et dans les organes 
de stockage de cette meme plante. 

Les inventeurs ont decouvert que le gene VvSOR code une proteine 
comportant 796 acides amines avec un poids moleculaire d'environ 91,2 
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kDa. La proteine comporte une structure typique des canaux Shaker des 
plantes (voir figure 1). Cette proteine comporte une region N-terminale, un 
coeur hydrophobe compose de 6 segments transmembranaires (denommes 
S1 a S6) et un pore formant un domaine (P) entre S5 et S6, une longue 
6 region C-terminale contenant un site suppose etre un site de liaison de 
nucleotide cyclique, suivi par un domaine ankyrine consistant en 6 motifs 
repetes, suivi d'un domaine Kha (Zimmermann, S. et Sentenac, H. (1999) 
Current Opinion in Plant Biology 2, 477-482), riche en acides amines 
hydrophobe et acides. L'ensemble des regions C et N terminates des canaux 

10 de plante de type Shaker est suppose etre de localisation cytoplasmique. 

Le developpement des baies de raisins est caracterise en une 
premiere phase de croissance, une phase intermediaire de stagnation suivie 
d'une transition appelee veraison puis d'une deuxieme phase de croissance. 
Notamment, les inventeurs ont decouvert que la quantite d'ARNm issu de 

15 ['expression du gene SEQ IDN^'I etait partlculierement importante au cours 
du developpement de la baie et que la quantite de proteines etait 
partlculierement importante au moment du developpement et apres le 
developpement de la baie. 

Les mesures de {'expression du gene d'interet peuvent done 

20 s'effectuer preferentiellement a des moments particuliers de developpement 
de la plante. Dans un exemple particulier de realisation de invention, on 
prefera choisir le moment du developpement de Torgane de stockage pour 
prelever des cellules et mesurer leur taux d'ARNm ou pour mesurer le taux 
de proteines exprime par le gene d'interet dans une cellule transformee. 

25 En realisant le precede de selection sur des cellules d'un organe de 

stockage a un moment du developpement, il est avantageusement possible 
d'identifier les plantes ayant des organes de stockage de grosse tailie du fait 
specifiquement de la surexpression du gene et non du fait d'un 
ensoleillement ou d'une alimentation particulierement propice. Par ce fait, les 

30 plantes ainsi identifiees ont de grandes chances de produire de maniere 
stable et reproductible de nouveiles generations de plantes ayant egalement 
cette caracteristique genetique. 

Ainsi, on evite de selectionner des plantes non transformees qui 
possederaient par exemple un facteur de transcription puissant devant le 

35 gene SOR present dans les plantes de references. 
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II est egalement possible de selectionner les plantes transformees par 
I'intermediaire d'un antibiotique. En effet. au cours de la transformation de 
cellules d'organes de stockage, on peut prevoir que le vecteur recombinant 
comporte un gene de resistance a un antibiotique en plus du gene d'lnteret. 
5 Par ailleurs cette methode peut etre une methode de verification' et 

etre utilisee pour verifier que les plantes ont bien ete transformees. - 

Prealablement a I'etape de mesure de Texpression du gene, on peut 
selectionner des plantes dont les organes de stockage ont une tallle au 
moins sup^rleure de 25% en masse par rapport a une taille de reference 
1 0 d'organes de stockage. 

On entend par taille de reference d'organes de stockage, une taille 
moyenne calculee ^ partir d'une mesure de I'ensemble d'organes de 
stockage Issu d'un echantillon d'organes de stockage sauvage. c'est a dire 
qui n'ont pas ete transformde et qui sont representatifs de I'espece et de la 
variete, lignee ou cultivar consideres. On obtient ainsi une taille de reference 
pour chaque variete, lignee ou cultivar d'une espece de plante conslder§e. 

Par exemple, la taille d'un organe de stockage peut §tre quantifiee en 
mesurant le poids de 100 organes de stockage pour une espece sauvage 
donnee. On obtient alors un poids de reference d'organes de stockage pour • 
une plante donnee non transformee. Parallelement, on mesure le poids de 
100 autres organes de stockage d'une plante qui a ete modifiee selon 
I'invention. Puis on compare ces deux poids pour en deduire une eventuelle 
transformation de la plante. Dans un exemple, les inventeurs ont decouverts 
que le poids d'un organe de stockage issu d'une plante transformee selon 
I'invention etait 1,7 fois plus Important que le poids d'un organe de stockage 
issu d'une plante non transformees. 

^invention concerne egalement une utilisation d'un gene codant pour 
un canal potassique pour modifier un phenotype relatif a une taille des 
organes de stockage d'une plante. Le g§ne code une sequence 
polypeptidique presentant au moins 40% de similarite avec la sequence 
polypeptidique deduite de la sequence nucleotidique SEQ ID NM. Ce gene 
est utilise dans I'invention en modifiant son expression. Notamment, dans un 
exemple prefere de I'invention, on a choisi de surexprimer le gene dans des 
cellules de I'organe de stockage pour augmenter la taille des organes de 
stockage. Mais on pourrait choisir egalement d'inhiber son expression pour 
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diminuer la taille des organes de stockage. Ce gene permet d'identifier las 
plantes comportant un gene dont i'expression permet d'obtenir un canal 
potasslque de proprietes physiologiques similaires au canal potassique de 
VvSOR. 

5 L'invention concerne egalement un anticorps dirige contre tout ou 

partie d'une sequence polypeptidique issue de Texpression d'un gene, 
laquelle sequence polypeptidique presente au moins 40% de simllarite avec 
une sequence polypeptidique deduite de la sequence nucleotidique SEQ ID 
NM. 

10 On entend par anticorps au sens de la presente invention des 

anticorps polyclonaux ou monoclonaux ou des fragments (par exemple les 
fragments F(ab)'2, F(ab) ) ou encore des fragments comprenant un domaine 
de Tanticorps initial reconnaissant le polypeptide ou ie fragment de 
poylpeptide cible selon Tinvention. 

15 L'antlcorps peut etre obtenu par la technique des hybridomes bien 

connu de Thomme du metier, Cette technique des hybridomes consisterait 
dans ce cas a reaiiser une fusion entre des cellules productrices d'anticorps 
diriges contre une sequence polypeptidique deduite de tout ou partie de la 
SEQ ID N'^l avec une cellule myelomateuse. 

20 Un anticorps selon ^invention pourra etre facilement detectable et 

pourra done comprendre en outre un marqueur detectable isotopique ou non 
isotopique, par exemple fluorescent, ou encore etre couple a une molecule 
telle que la biotine, selon des techniques bien connues de I'homme du 
metier. 

25 Cat anticorps peut servir pour la mise en oeuvre de la detection dans 

un echantillon d'une presence de tout ou partie d'un polypeptide issu de 
I'expression d'un gene codant pour un canal potassique. Dans ce but, cet 
anticorps est place dans Techantillon et Texpression du gene dont on cherche 
a modifier I'expression est detectee par la presence d'un complexe antigene 

30 anticorps. 

Le gene pour lequel on cherche a detecter la presence du polypeptide 
correspondant code une sequence polypeptidique presentant au moins 40% 
de similarite avec une sequence polypeptidique deduite de tout ou partie de 
la sequence nucleotidique SEQ ID N°.1. 
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L'invention est enfin relative a un kit de detection de tout ou partie du 
polypeptide precedemment decrit dans un echantillon contenant un melange 
de polypepetides, caracterise en ce qu'il comprend 

- un anticorps precedemment decrit, I'anticorps etant detectable par 
5 des techniques de marquage de I'anticorps bien connues de I'homme du 

metier. 

Figures 

- Figure 1 : Une representation schematique d'un canal potassique 
1 0 code par le gene VvSOR de Vitis vinifera ; 

- Figure 2 : Gel d'une migration eiectrophoretique de produits 
d'amplification par RT-PCR quantitative de I'ARNm produit par le gene 
VvSOR dans des cellules ou tissus preleves a differents endroits d'une 
plante transformee (PT) ou d'une plante non transform§e (PNT) ; 

- Figure 3 : Une representation graphique de quantite d'ARNm produit 
par des baies de raisins de Vitis vinifera au cours de la croissance de telles 
baies , et 

- Figure 4 : une premiere photographie representative de grappes de 
raisins au stade veraison issues de plantes non transformee et une 
deuxieme photographie representative de grappes de raisins au stade 
veraison issues de plantes transformees. 
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Exemples 

Exemple de mise en oeuvre du precede d'obtentlon de cellules 
transformees et verification 

Pour obtenir une plante transformee, on modifie une expression du 
gene VvSOR (ou SEQ ID N°1) qui conslste a r^aliser une transgenese. Pour 
realiser cette transgenese, on transforme une cellule embryogenlque avec un 
vecteur recombinant qui comporte une copie supplementaire du gene 
d'interet celiulaire. Puis on verifie que la transgenese a bien ete realisee en 
mesurant Texpression du gene celiulaire et du gene etranger. 



- Materiels et methodes 
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La plante ainsi que les techniques utilisees pour realiser les analyses 
genomiques ont ete decrites par Pratelli, R., et al., 2002, Plant Physiology 
128, 564-577. 

5 Criblage d'une banque d'ADNc de Vitis Vinifera 

On realise un criblage d'une banque d'ADNc de bales de Vitis vinifera 
pour identifier la SEQ ID N°1, avec deux sondes preparees a partir d'ADNc 
d'Arabidopsis tlialiana (ADNc AtSKOR et ADNc AtKCOl), chacun de ces 
ADNc codant pour un canal sortant rectifiant de potassium de type Shaker. 

10 Le criblage a ete realise selon une technique bien connue de Thomme du 
metier (Fillion, L., Ageorges, A,, Picaud, S., Coutos-Thevenot, P,, Lemoine, 
R., Romieu, C. and Delrot, S. (1999) Plant Physiology 120, 1083-1093 ; 
Gaymard, F. et al. (1998) Cel! 94, 647-655 ; Czempinski, K., Zimmermann, 
S., Ehrhardt, T, and Muller-Rober, B. (1997) The EMBO Journal 16, 2565- 

15 2775 ; Church, G.W. and Gilbert, W. (1984) Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 81, 1991-1995). 

Transformation de la baie 

Pour transformer la vigne Vitis Vinifera, on realise une transgenese qui 
20 a pour but d'augmenter Texpression du gene obtenu apres criblage de la 
banque d'ADNc de cellules de baies de Vitis vinifera. On prepare des cellules 
embryogeniques de Vitis vinifera en vue de les transformer avec TADNc (ou 
SEQ ID N^^l) codant pour un canal potassique de Vitis vinifera et obtenu 
apres criblage de la banque d'ADNc juste ci-dessus decrite. 
25 Cette transformation vise specifiquement a transferer au moins une 

copie supplementaire de TADNc ou SEQ ID N^^l dans le cytoplasme de la 
cellule et a Pintegrer dans TADN nucleaire de la cellule hote. On prepare 
paralielement un vecteur comma decrit par Torregrosa, L. (1998, Vitis 37 ,91- 
92) en vue d'obtenir un futur vecteur recombinant comportant la sequence 
30 nucleotidique isolee par criblage de la banque. 

Amplification de i'ADNc VvSOR 

Pour amplifier TADNc, on realise une RNA-PCR et une semi- 
quantitative RNA-PGR Pratelli, R„ Lacombe, B., Torregrosa, L., Gaymard, F., 
36 Romieu, C, Thibaud, J.B. and Sentenac, H. (2002) Plant Physiology 128, 
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564-577). Les amorces speciflques pour VvSOR sont I'amorce SOR avant ou 
SEQ ID N°2 et I'amorce SOR arriere ou SEQ ID N°3. Cette RNA-PCR 
s'etfectue a partir d'ARNm issus de cellules d'une plante transformee (PT) et 
a partir de cellules issues d'une plante non transformees (PNT). Les ARN ont 
ete preleves a differents endroits de la plante transformee (PT) et a differents 
endroits de la plante non transformee (PNT). figure 2. Notamment. pour 
chacune des plantes PT et PNT. on a preleve des ARN a partir de cellules de 
queue du fruit (S). de cellules de racine (R ), de cellules de la tige (St) de 
cellules de feuilles (L), de cellules de baies verte (GB), de cellule de baies au 
moment de la veraison (BV), et de cellules de baies mature (MB). 

Quantifications 

On isole les ARNm et les prot§ines des §chantillons preleves sur des 
plantes transformees et des plantes non transformees. Puis on quantifie par 
les techniques d'hybrldation moleculaire (Northern Blot). Reverse-PCR 
quantitative et Western Blot la quantite d'ARNm et de proteines issues de 
I'expression du gene SEQ ID N°1. 

Etude du role electrophysiologique du canal code par le gene isol6 
apres criblage de la banque d'ADNc de baies de raisins de Vitis vinifiera 
dans un ovocyte de Xenope 

L'ADNc qui a ete isole apres criblage de la banque est clone dans un 
vecteur, et un tel vecteur recombinant est ensuite injecte dans un ovocyte de 
Xenope salon une technique de '^atch clamp", technique bien connue de 
I homme du metier. Cette technique de 'jDatch clamp" permet d'etudier les 
propnetes electrophysiologiques de canaux transmembranaires vis-a-vis de 
certains ions. 



- Resultats 
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R^sulfaf du criblage de la banque d'ADNc, figure 1 

Un insert de 2,4 kbp a ete detecte et sequence. Get insert a servi a 
isoler le gene complet de Vitis Vinifera qui code pour un nouveau canal 
potassique sortant similaire aux canaux potassiques 6^Arabidopsis. de type 
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Shaker, Une longueur de cet ADNc complet est de 2,5 kbp. Cet ADNc 
complet est appele VvSOR {Vitis vinifera Shaker-like Outward Rectifier). 

Les inventeurs ont decouverts que le gene VvSOR code une proteine 
comportant 796 acides amines avec un poids moleculaire d'environ 91,2 
5 kDa. La proteine comporte une structure typique des canaux Shaker des 
plantes (voir figure 1). Cette proteine comporte une region N-terminale, un 
coeur hydrophobe compose de 6 segments transmembranaires (denommes 
S1 a S6) et un pore formant un domaine (P) entre S5 et S6, une longue 
region C~terminale contenant un site suppose etre un site de liaison de 

10 nucleotides cycliques, suivi d'un domaine ankyrine consistant en 6 domaines 
repetes puis d*un domaine Kha (Zimmermann, S. and Sentenac, H, (1999) 
Current Opinion in Plant Biology 2, 477-482.), riche en acides amines 
hydrophobes et acides. L'ensemble des regions C et N terminates des 
canaux de plante de type Shaker est suppose etre de localisation 

15 cytoplasmique. 

Le gene VvSOR comporte 84% d'identite vis-a-vis du gene AtSKOR 
(Gaymard, F. et al. (1998) Cell 94, 647-655) et 79% vis-a-vis du gene 
AtGORK (Ache, P. et aL (2000) FEBS Letters 486, 93-98). La comparaison 
de la structure des genes et de la position des introns de VvSOR, de 

20 AtSKOR et de AtGORK a montre que le gene de la Vigne Vitis etait plus 
proche du gene AtGORK, en particulier parce que ces deux genes 
possedent des positions specifiques d'introns que Ton ne retrouve pas dans 
le gene AtSKOR (Pilot, G., et al., 2003, Journal of Molecular Evolution 56, 
418-434), Le gene SOR est done Thorthologue du gene GORK dans la vigne 

25 Vitis vinifera, 

Resultats de I'amplification, localisation de rexpression du gene 
VvSOR, figures 2et3 

Les ARNm issus de ['expression du gene SEQ ID N^l sent presents 
30 dans les cellules de la queue du fruit (S), dans les cellules de la tige (St), 
dans les cellules desfeuilles (L), dans les cellules de bales verte (GB), dans 
les cellules de baie au moment de la veraison (BV), et dans les cellules de 
bales mature (MB). Mais les ARN issus de I'expression du gene SEQ ID N°1 
ne sont pas presentes dans les racines (R), figure 2. Les inventeurs ont done 
35 pu montrer que Texpression du gene etait remarquable dans les parties 
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arlennes de la plante, et notamment dans les feuilies. les jeunes pouces. et 
les baies mais pas dans les racines. 

Les ARNm issus de la plante transformee sont presents en quantite 
relative plus grande que les ARNm issus de la plante non transformee (figure 

Les inventeurs ont egalement estime la quantite d'ARNm prodult au 
cours de la croissance des baies de raisins de la plante, figure 3. La figure 3 
represente une quantite d'ARNm produit au cours du developpement de la 
baie de raisins en fonction du temps. En partlculier, le developpement des 
baies de raisins est caracterise par une premiere etape de croissance CI 
une etape de stagnation sulvie d'une transition appelee veraison et d'une 
deuxieme etape de croissance C2. Les Inventeurs ont observe que la 
quantite d'ARNm est a son maximum au moment de la veraison, indiquant 
que la detection des plantes transformees dolt s'effectuer prdferentiellement 
16 au moment de la v§ralson. 

Resultats de la transformation 

La figure 4 presente une premiere photographie de grappes de baies 
de raisms issues de plantes non transformees et une deuxieme photographie 
de baies de raisins de plantes transformees. Les inventeurs ont mesure le 
polds de nombreux echantillons representatifs constitues de 100 bales ssues 
de plantes PT et de 100 baies issues de plante PNT. Les inventeurs ont 
observe a I'oeil nu que la tallle des baies issues de plantes transformees etait 
plus elevee que la tallle des baies issues de plantes non transformees Les " 
inventeurs ont observe que la tallle des baies (estimee par le poids moyen de 
100 baies) issues de plantes transformees est 1,7 fois plus importante que la 
taille des baies de raisins issues de plantes non transfomiees. 

De plus apres migration electrophoretique des ADNc ampliflees SEQ 
ID N°1 codant pour le canal potassique de Vitis Vinifera sur le gel 
d'electrophorese, on observe la presence de I'ADNc que dans les parties 
aeriennes et dans les baies pour les plantes PT et les plantes PNT (figure 2) 
Par centre I'ADNc n'est pas presents dans les racines. La mise en oeuvre du 
precede de selection s'effectuera preferentiellement sur toutes les cellules 
dans lesquelles on a pu detecter le gene d'interet. 
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Etudes physiologiques 

Les inventeurs ont decouvert que la proteins codee par VvSOR etait 
un canal potasslque autorisant un flux d'ions potassiques sortant de la 
cellule. Ce canal est preferentiellement permeable a Tion potassium. Ce 
5 canal est bloque par des inhibiteurs similaires a ceux utilises pour bloquer les 
canaux potassiques codes par les genes AtSKOR et AtGORK de la plante 
modele Arabidopsis thaliana, 

Le canal potasslque code par le gene VvSOR est dependant de la 
concentration en potassium exteme et interne. Une diminution de la 
10 concentration exteme de potassium entraTne una diminution du courant 
potasslque sortant. Ce canal est aussi dependant du pH interne et externe a 
la cellule. En effet, une diminution du pH externe ou interne entraTne une 
forte diminution du courant potassique sortant. 

15 Example de mise en oeuvre du precede de selection de la plante : 

detection moleculaire, par mesure de la quantite de protelnes produite 
ou par la quantite d'ARNm produit. 

Apres transformation des cellules de baies de raisins, on broie les 
cellules de bales de raisins de maniere a extraire les ARNm et les proteines 

20 aux moments particulierement propices pour detecter une quantite optimale. 
Puis on quantifie la quantite d'ARNm VvSOR produit par le gene de Vitfs 
vinifera VvSOR par Reverse-PCR quantitative ou hybridation moleculaire 
(Northern blot), et la quantite de proteines provenant de la traduction de cet 
ARNm par immunodetection (technique de Western blot). Chacune de ces 

25 quantites est comparee a une quantite d'ARNm de reference et a une 
quantite de proteines de reference qui correspondent respectivement a une 
quantite d'ARNm et de proteines normalement presentes dans les cellules de 
plantes non transformees. 

On choisit un moment ou on a le plus de chance de trouver en grande 

30 quantite Texpression du gene a mesurer. Notamment, pour mesurer la 
quantite d'ARNm, on choisit un moment dans la premiere phase de 
croissance C1 de la baie, figure 3. Pour mesurer la quantite de proteine, on 
choisit un moment d'une des phases de croissance CI ou C2, 
preferentiellement C2 ou bien un moment apres le developpement de la baie. 

35 
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REVENDICATIONS 

1 - Procede pour I'obtention d'une plante transformee en fonction d'un 
phenotype relatif a une taille d'un organe de stockage de la plante. 
caracterise en ce qu'il comprend I'etape suivante : 

- modifier dans les cellules de I'organe de stockage ou dans les tissus 
qui aiimentent I'organe de stockage I'expression d'un gene codant pour un 
canal potassique. 

2 - Proced6 selon la revendication 1, caracterise en ce que 

- on transfomie au moins une cellule de la plante par le gene codant 
pour un canal potassique, 

- on selectionne la cellule transformee, et 

- on regenere une plante transformee a partir de la cellule 
transformee. 

15 3 - Proced§ selon Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce 

que le gene dont I'expression est modifi^e code une sequence- 
polypeptidique presentant au moins 40% de similarite avec une sequence 
polypeptidique deduite de la sequence nucleotidique SEQ ID NM. 

4 - Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
20 qu'on surexprime le gene afin d'augmenter la taille de I'organe de stockage. • 

5 - Cellule transformee, caracterisee en ce qu'elle est obtenue par le 
procede selon I'une des revendications 1 a 4. 

6 - Plante transformee. caracterisee en ce qu'elle est obtenue par le 
procede selon I'une des revendications 1 a 5. 

25 7 - Marqueur d'un gene intervenant dans un phenotype relatif a une 

taille d'un organe de stockage, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique codant une sequence polypeptidique presentant au 
moins 40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite de tout 
ou partie d'une sequence nucleotidique SEQ ID NM ou de tout ou partie 

30 d'une sequence nucleotidique complementaire de SEQ ID NM, ou d'une 
sequence nucleotidique SEQ ID N°.2 ou SEQ ID N°.3. 

8 - Utilisation du marqueur selon la revendication 7 pour selectionner 
des plantes ou des cellules surexprimant un gene codant une sequence 
polypeptidique presentant au moins 40% de similarite avec une sequence 

35 polypeptidique deduite de la sequence SEQ ID N°1 . 
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9 - Amorce nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
sequence nucleotidique codant une sequence polypeptidique ayant au moins 
40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite de tout ou 
partie de I'une ou I'autre sequence nucleotidique SEQ ID N*'.2 ou SEQ ID 

5 N°.3. 

10 - Utilisation de I'amorce selon la revendication 9 pour selectionner 
des plantes ou des cellules surexprimant un gene codant une sequence 
polypeptidique contenant au moins 40% de similarity avec une sequence 
polypeptidique deduite de I'une ou I'autre sequence nucleotidique 

10 SEQ ID N°1 , SEQ ID N°.2 ou SEQ ID N°.3. 

11 - Precede de selection d'une plante en fonction d'un phenotype 
relatif a une taille des organes de stockages de ladite plante, caracterise en 
ce qu'on mesure I'expression d'un gene codant pour un canal potassique 
dans les cellules des organes de stockage ou dans les tissus qui alimentent 

15 les organes de stockage. 

12 - Procede selon la revendication 1 1 , caracterise en ce que le gene 
dont on mesure I'expression code une sequence polypeptidique presentant 
au moins 40% de similarite avec une sequence polypeptidique deduite de' fa 
sequence nucleotidique SEQ ID N°.1 . 

20 . 1 3 - Procede selon I'une des revendications 1 1 a 1 2, caracterise en ce 

que ;> 

- on mesure une quantity d'ARNm issu d'une transcription du gene, oti 

- on mesure une quantite de proteines resultant de I'expression du 

gene. 

25 14 - Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que la 

mesure de la quantite d'ARNm est faite au cours d'un developpement des 
organes de stockage et en ce que la mesure des proteines est realisee 
pendant ou apres le developpement des organes de stockage. 

15 - Cellule d'une plante, caracterisee en ce qu'elle surexprlme un 
30 gene codant une sequence polypeptidique presentant au moins 40% de 

similarite avec une sequence polypeptidique deduite de la sequence 
nucleotidique SEQ ID N°1. 

16 - Plante, caracterisee en ce qu'elle surexprlme un gene codant une 
sequence polypeptidique presentant au moins 40% de similarite avec une 

36 sequence polypeptidique deduite de la sequence SEQ ID N".! . 
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17 - Utilisation d'un g^ne codant un canal potassique pour modifier 
dans une plante un phenotype relatif a une taille d'au molns un organe de 
stockage. 

18 - Utilisation selon la revendication 17, caracterlsee en ce que le 
5 gene code une sequence polypeptidique presentant au moins 40% de 

similarite avec une sequence polypeptidique deduite de la sequence SEQ ID 
NM. 

19 - Utilisation selon Tune des revendications 17 a 18, caracterisee en 

ce que 

10 - on surexprime le gene dans des cellules de I'organe de stockage. 

20 - Anticorps, caract^rise en ce qu'il est dirige centre tout ou partie 
d'un polypeptide Issu de {'expression d'un g§ne codant un canal potassique. 

21 - Anticorps selon la revendication 20, caracterise en ce que le gene 
code une sequence polypeptidique presentant au moins 40% de similarite 

1 5 avec une sequence polypeptidique deduite de la sequence SEQ ID NM . 

22 - Precede de detection d'une presence de tout ou partie d'un 
polypeptide issu de I'expresslon d'un gene codant pour un canal potassique 
dans un echantillon comportant un melange de polypeptides, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

20 - mettre en contact I'echantillon avec un anticorps selon I'une des 

revendications 20 a 21, et 

- detector un complexe antigene/anticorps forme. 

23 - Precede selon la revendication 22, caracterise en ce que le gene 
code une sequence polypeptidique presentant au moins 40% de similarite 

25 avec une sequence polypeptidique deduite de la sequence SEQ ID NM . 

24 - Kit de detection de tout ou partie d'un polypeptide produit d'un 
gene codant un canal potassique dans un echantillon contenant un melange 
de polypeptides, caracterise en ce qu'il comprend 

- un anticorps selon I'une des revendications 20 a 21. 

30 25 - Kit de detection selon la revendication 24, caracterise en ce que 

le gene code une sequence polypeptidique presentant au moins 40% de 
similarite avec une sequence polypeptidique deduite de la sequence SEQ ID 
NM 
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<110> : Institut National de la Recherche Agronomique (I.N.R.A.) 

<120> : Utilisation de genes codant pour des canaux potassiques pour modifier la 
taille des fruits 
<130> : 

<140> : FR03XXXX 
<141> : 

<170> : Patentin version 3.1 
<212> : DNA/RNA 
<211> : 2376 

Hom de la sequence : SEQ ID N^l ou VvSOR 
<213> : Vitis vinifera 
<400> : 1 



atgtcgtttt cttgtgcaaa agccttcttc caacggtttt gtgttgaaga gttccaaatg 60 

gagagaacta gcctaggttc cgtcttctct agtcatctcc tcccatctct tggggccaga 12 0 

atcaaccagg caacaaagct tcaaaaacac ataatttctc ctttcagtcc ccgttacagg 180 

gcttgggaaa tgttgctgat tattctggtc atctactctg cctggatctg cccatttgag 240 

tttggatttc tgccctacaa gcaagacgcg cttttcatct tcgataacat tgtcaatggc 3 00 

ttcttcgcca tcgatatcgt tctcactttc tttgtagcat acctcgacac agaaacttat 3 60 

cttcttgttg atgatgccaa gaaaattgca atcaggtaca tatctacctg gtttatcttc 420 

gatgtctgtt cgacagcgcc atttgaagct ttcagcctcc tgttcacaaa gcataacagt 480 

ggactcggct ataaagcact caacatgctc aggctctggc gactgagacg agtcagctcc 540 

ctgtttgcaa gactagagaa ggacatccgg tttaactact tctggattcg atgcataaaa 60 0 

ctcacttctg taactctgtt tgcagtacac tgtgctggat gctttaacta tctgattgca 660 

gatagatacc cggatccaga acgaacctgg attggtgcag tctatccaaa tttcaaagaa 720 

gagaacctct gggacagata tgtaacttca atttactggt ctattactac actaactact 780 

actggttatg gagacttgca tgctgagaac ccaagagaga tgctgtttga tattttttac 840 

atgctattca acttgggatt aacatcttac ctcattggga acatgaccaa tcttgttgtt 900 

cactggacca gccggaccag agattttagg gatacagtca ggtctgcttc agagtttgca 9 60 

acaaggaatc aattgccccc acgcattcag gatcagatgc tgtcgcactt atgtctcaag 1020 

ttcaaaacag aaggattgaa acaacaagac actttgaatg gcctgccaag agccattcgc 1080 

tccagcattg cacactacct cttcttccct atcgctcaaa atgtctatct tttccagggt 1140 

gtttctcagg acttcctttt ccaactggtt tctgaagtgg aggctgagta tttcccacct 1200 

agagaagatg tgattctaca gaaggaggct tcaacagata tatatattct tgtctcggga 12 60^ 

gcggtggatt tgatagcata tattgacgga catgatcaga ttctcggaaa ggctgttgca 1320 

ggggatgtgt ttggagagat tggggtttta tgttataggc cacaatcgtt aacagtccgg 13 80 

acctctgagc tttctcagat actaagatta agcagaactt cactgatgaa cgcaatccaa 1440 

gcaaatatgg aagatggacc aattattatg aaccatcttt tcaagaaact gaaagggcta 1500 

gaaagctcag gctttacaga cccacatatg gacccagatt ccatcctcag agaatggatt 1560 

gatggagtac caccaggagg aagcctttcc catgctggat gtcatgatca atcaccacat 162 0 

ggagatccat caatacaaga agcaagggac ataggtttac tgggatcaga agctacaaag 1680 

aagagtaaag cagacaaagc tcatgagtcg actggatgcg ggatcgatgc aaattcagca 1740 

gctgaggatg gccaaacggc tcttcatgtt gctgtctgca acgggcatct tgaaatggtt 1800 

agaattctgc tagaaagagg agcaaatgtg aacaaaaagg atgctagagg gtggacccca 18 60 

aaagctttag cggaacaaga aggaaaaaaa agcatatatg acctcttact aagttatgaa 192 0 

aatagaaggt tattagatga acacaaaatt cattttattg ggtcagacgc agctgactgt 19 80 

tgtactagtc aaggtctaca tacaagaacg ggggggccca attttcacaa ctctcaattt 2040 

aaaaaggtat ccacaaattc caattcaggc agtcctagcc ctcccggcaa caaagatgtt 2100 

atgacattga ccaagaggag agtcactatc cacagacagt ttcaaaatgc aagtacatca 2160 

caggggcagc ttgggaagtt gattattcta cctgattcaa tagaagagct actgcaaatt 2220 

gctggtcaaa agtttggagg ctacaatccc accaaagtcg ttagtgcagg gaatgcagaa 2280 

atagatgaca taagcgttat ccgagatggg gatcatctgt ttctacttca aaatgagaat 2340 

ggaactacaa ttacaatgtt acctaatggt tactga 2376 



<212> : RNA 
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Noiu de la sequence : amorce specif ique avant ou SEQ ID N^2 
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gcaaagttgc ttttaggaaa gccggggc 

28 

<212> : RNA 
<211> : 27 

<ti^T.%ltT?J^''^'- specifique arrifere ou SEQ XD ^-3 

'^AL^> : Vitis Vxnefera 

<400> : 3 

ttcacataac aaatatagct tctgacc 

27 
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Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (facullaiif) 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (facuUatif) 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DERflAI\SDEUR(S) 
OU DU IVlAI^DATAiRE 
{r^om et quaifte du signataire) 

10 fevrier2004 
Christian SCIJIVIIT 
Mandataire 



La !o[ n°7847 du 6 janvfer 1978 relative a IMnformatlque. aux fichlers et aux iibertes s'applique aux reponses 
hlle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'llMPi. 




faites a ce formulaire. 
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